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Abstract: Der hypothalamische Nucleus arcuatus (ARC) ist eine wichtige Zielstruktur für metabolische
und hormonelle Signale, welche die Energiehomöostase steuern. Das orexigen wirksame Hormon Ghrelin
induziert durch Bindung an seinen Rezeptor (GHS-R) eine Steigerung der Nahrungsaufnahme, Gewicht-
szunahme und hemmt zudem peripher die Insulinsekretion. Aufgrund der hohen konstitutiven Aktivität
des GHS-R wird für inverse Ghrelin Agonisten (IA) eine bessere therapeutische Wirksamkeit zur Reduk-
tion der Nahrungsaufnahme als für GHS-R Antagonisten vermutet. In immunhistochemischen Studien
wurde untersucht, ob neuartige nicht-peptiderge IA einer durch Futterentzug induzierten neuronalen Ak-
tivierung (c-Fos Expression) im ARC entgegenwirken. Ausserdem wurde in Verhaltensstudien getestet,
ob die Nahrungsaufnahme durch IA reduziert wird. Durch einen Geschmacksaversionstest sollte ferner
eine aversive Wirkung von IA ausgeschlossen werden. Die fasteninduzierte c-Fos Expression wurde durch
IA Gabe im Vergleich zur gefasteten Kontrollgruppe deutlich abgeschwächt. Des Weiteren wurde die
Futteraufnahme nach Applikation der IA (s.c. u. p.o.) bis zu 24h reduziert. Im Gegensatz zur aver-
siven Positivkontrolle LiCl, induzierte eine IA Behandlung keine Aversion gegen Saccharin. Die Resultate
dieser in vivo Studien sind konsistent mit der postulierten Wirkungsweise der getesteten IA und legen
eine mögliche therapeutische Verwendung zur Behandlung von Adipositas nahe. The arcuate nucleus
(ARC) is a receptive region for metabolic and hormonal signals controlling food intake. Ghrelin is the
only known orexigenic hormone in circulation. It binds to the growth hormone secretagogue receptor
(GHS-R) and increases food intake and weight gain but also suppresses the insulin secretion. Due to the
high constitutive activity of GHS-R ghrelin inverse agonists (IA) are assumed to provide additional in
vivo efficacy over a GHS-R antagonist and therefore to reduce food intake. Using immunohistochemistry
we examined if novel non-peptidergic IA reverse the fasting-induced neuronal activity (c-Fos expression)
in the ARC. In behavioral studies we investigated if IA reduce food intake. In addition a conditioned
taste aversion study (CTA) with saccharin was performed to exclude an aversive effect of the IA. The
fasting-induced c-Fos expression was reduced by IA treatment compared to the fasted control group. In
feeding studies, IA (s.c. and p.o.) reduced food intake up to 24 hours. The administration of IA did
not cause visceral illness and aversion to saccharin in comparison to the positive control group (LiCl).
Therefore a mediation of the hypophagic effect by an aversive mechanism can be excluded. In summary,
based on these results, IA may be beneficial in the treatment of obesity.
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Der hypothalamische Nucleus arcuatus (ARC) ist eine wichtige Zielstruktur für 
metabolische und hormonelle Signale, welche die Energiehomöostase steuern. Das 
orexigen wirksame Hormon Ghrelin induziert durch Bindung an seinen Rezeptor 
(GHS-R) eine Steigerung der Nahrungsaufnahme, Gewichtszunahme und hemmt 
zudem peripher die Insulinsekretion. Aufgrund der hohen konstitutiven Aktivität des 
GHS-R wird für inverse Ghrelin Agonisten (IA) eine bessere therapeutische 
Wirksamkeit zur Reduktion der Nahrungsaufnahme als für GHS-R Antagonisten 
vermutet.  
In immunhistochemischen Studien wurde untersucht, ob neuartige nicht-peptiderge 
IA einer durch Futterentzug induzierten neuronalen Aktivierung (c-Fos Expression) 
im ARC entgegenwirken. Ausserdem wurde in Verhaltensstudien getestet, ob die 
Nahrungsaufnahme durch IA reduziert wird. Durch einen Geschmacksaversionstest 
sollte ferner eine aversive Wirkung von IA ausgeschlossen werden. 
Die fasteninduzierte c-Fos Expression wurde durch IA Gabe im Vergleich zur 
gefasteten Kontrollgruppe deutlich abgeschwächt. Des Weiteren wurde die 
Futteraufnahme nach Applikation der IA (s.c. u. p.o.) bis zu 24h reduziert. Im 
Gegensatz zur aversiven Positivkontrolle LiCl, induzierte eine IA Behandlung keine 
Aversion gegen Saccharin. 
Die Resultate dieser in vivo Studien sind konsistent mit der postulierten 
Wirkungsweise der getesteten IA und legen eine mögliche therapeutische 












The arcuate nucleus (ARC) is a receptive region for metabolic and hormonal signals 
controlling food intake. Ghrelin is the only known orexigenic hormone in the 
circulation. It binds to the growth hormone secretagogue receptor (GHS-R) and 
increases food intake and weight gain but also suppresses the insulin secretion. Due 
to the high constitutive activity of GHS-R ghrelin inverse agonists (IA) are assumed to 
provide additional in vivo efficacy over a GHS-R antagonist and therefore to reduce 
food intake. 
Using immunohistochemistry we examined if novel non-peptidergic IA reverse the 
fasting-induced neuronal activity (c-Fos expression) in the ARC. In behavioral studies 
we investigated if IA reduce food intake. In addition a conditioned taste aversion 
study (CTA) with saccharin was performed to exclude an aversive effect of the IA.  
The fasting-induced c-Fos expression was reduced by IA treatment compared to the 
fasted control group. In feeding studies, IA (s.c. and p.o.) reduced food intake up to 
24 hours. The administration of IA did not cause visceral illness and aversion to 
saccharin in comparison to the positive control group (LiCl). Therefore a mediation of 
the hypophagic effect by an aversive mechanism can be excluded. In summary, 


















3.1 Steuerung des Energiehaushaltes 
Ziel des Energiehaushaltes ist, dem Körper genügend Energie für seine 
Stoffwechselgänge zur Verfügung zu stellen. Wenn der Energieumsatz nicht 
ausgewogen ist und zu viel oder zu wenig Nahrung im Vergleich zum täglichen 
Bedarf zugeführt wird, kann das Körpergewicht zu- bzw. abnehmen (Berridge, 2004). 
Verschiedene hormonelle Signale nehmen Einfluss auf die Energiehomöostase. Zum 
einen sind dies Sättigungssignale aus dem Gastrointestinaltrakt (GIT), die während 
einer Mahlzeit freigesetzt werden und zu einer Sättigung bzw. zu einer Beendigung 
der Mahlzeit führen. Zum anderen sind dies Adipositas Signale wie Leptin oder 
Insulin, deren Sekretion mit der Grösse der Fettdepots korreliert und die unter 
anderem über eine zentralnervöse vermittelte Reduktion der Nahrungsaufnahme das 
Körpergewicht reduzieren (Woods et al., 2004).  
 
3.1.1 Sättigungssignale 
Durch die Nahrungsaufnahme wird die Freisetzung von gastrointestinalen Hormonen 
wie Cholecystokinin (CCK) induziert (Gibbs et al., 1973). Viele dieser 
Sättigungssignale wirken über eine Stimulierung von vagalen afferenten Fasern, die 
zum Nucleus tractus solitarii (NTS) projizieren (Morton et al., 2006). Neben der vagal 
vermittelten Hemmung der Nahrungsaufnahme beeinflusst CCK hormonell die 
Darmmotilität, Kontraktion der Gallenblase, Sekretion von Pankreasenzymen, 
Magenentleerung und Magensäurenbildung (Grider, 1994; Schwartz et al., 1997; 
Chandra und Liddle, 2007; Raybould, 2007). Neben CCK gibt es noch weitere 
gastrointestinale Hormone, die eine Sättigung bewirken. Dazu zählen unter anderem 
Glucagon-like Peptide-1 (GLP-1) (Näslund et al., 2004), Peptid YY (PYY) (Batterham 
et al., 2004) und Amylin (Lutz et al., 1994). 
PYY und GLP-1 werden nach der Nahrungsaufnahme im Dünndarm sezerniert  
(Kreymann et al., 1987; Orskov et al., 1996; Challis et al., 2003; Chelikani et al., 
2005; Vrang et al., 2006). Beide Darmhormone bewirken eine Reduktion der 
Mahlzeitengrösse (Batterham et al., 2002; Kinzig et al., 2002). Amylin wird mit Insulin 
von den β-Zellen des Pankreas in Antwort auf die Nahrungsaufnahme kosezerniert 
(Lutz et al., 1994; Lutz et al., 1995; Arnelo et al., 1998). Die Zielstruktur des 
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anorektischen Hormons ist die Area postrema im Hirnstamm. Alle drei Hormone 
reduzieren die Nahrungsaufnahme durch zentral vermittelte Wirkung auf ihre 
entsprechenden Regionen im Gehirn (Kreymann et al., 1987; Lutz et al., 1994; Lutz 
et al., 1995; Orskov et al., 1996; Arnelo et al., 1998; Näslund et al., 2004). Zudem 
spielt GLP-1 eine wichtige Rolle in Bezug auf die Kontrolle der Glukosehomöostase, 
indem es für etwa 60% der postprandialen Insulinsekretion verantwortlich ist und 
somit eine Inkretin Wirkung ausübt. Inkretine sind gastrointestinale Hormone, welche 
die Insulinsekretion aus den pankreatischen β-Zellen steuern (Creutzfeld, 1979; 
Nauck et al., 1986; Holst, 2007). 
 
3.1.2 Adipositas Signale 
Neben den Sättigungshormonen steuern Adipositas Hormone den Energiehaushalt. 
Dazu zählen Insulin und Leptin, die mit zunehmendem Körperfettanteil vermehrt 
freigesetzt werden. Insulin wird von den β-Zellen des Pankreas sezerniert und senkt 
den Blutglukosespiegel, indem Glukose in die Zellen aufgenommen wird (Woods et 
al., 2003; Banks, 2006). Leptin ist ein 16kDa Protein, das vom weissen Fettgewebe 
sezerniert wird. Ein genetischer Mangel von Leptin oder dessen Rezeptor führt zu 
einem adipösen Phänotyp und erhöhter Futteraufnahme (Zhang et al., 1994; Chua et 
al., 1996). Beide Hormone binden an spezifische Rezeptoren im Hypothalamus und 
beeinflussen die Energiehomöostase, indem orexigene Neurone gehemmt und 
anorexigene stimuliert werden (Spanswick et al., 1997; Cowley et al., 2001).  
Zentral appliziertes Insulin bzw. hohe Leptinspiegel führen zu einer reduzierten 
Nahrungsaufnahme, einem gesteigerten Energieumsatz und Gewichtsverlust. Im 
Gegensatz dazu resultiert aus einer Abnahme dieser Adipositas Hormone ein 
erniedrigter Energieumsatz, erhöhte Nahrungsaufnahme und Gewichtszunahme 
(Baskin et al., 1999; Cowley et al., 2001). Bei Gewichtsabnahme sinken die Leptin- 
und Insulinspiegel im Blut. Ein Teil der Wirkung der Adipositas Signale basiert auf 
einer Modulation von Sättigungssignalen wie CCK, deren Effekt auf die 
Nahrungsaufnahme verstärkt wird (Riedy et al., 1995; Matson et al., 1997; Emond et 
al., 1999; Matson et al., 2000; Emond et al., 2001). 
Der Serumspiegel von Leptin ist auch bei übergewichtigen Menschen erhöht, was 
langfristig zu einer Leptinresistenz und somit zu einer Beeinträchtigung der 
Steuerung des Energiehaushaltes führt (Heymsfield et al., 1999). Die wichtigste 
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Zielstruktur des lipostatischen Hormons Leptin ist der Nucleus arcuatus (ARC) im 
Hypothalamus (Spanswick et al., 1997; Cowley et al., 2001). 
 
3.2 Der hypothalamische Nucleus arcuatus 
Der ARC ist eine wichtige hypothalamische Zielstruktur für hormonelle und 
metabolische Signale, welche die Nahrungsaufnahme und Energiehomöostase 
steuern. Er nimmt aufgrund seiner rezeptiven Funktion für Adipositas- und 
Sättigungssignale einen besonderen Stellenwert bei der Steuerung der 
Energiehomöostase ein (Elmquist et al., 2005; Berthoud, 2006; Meister, 2007). Der 
ARC liegt an der Basis des dritten Ventrikels in unmittelbarer Nähe zur Eminentia 
mediana und der Hypophyse (Chronwall, 1985). Er enthält zwei funktionell 
antagonistische Subpopulationen von Neuronen, die das orexigene Neuropeptid Y 
(NPY) und Agouti related protein (AgRP) (Broberger et al., 1998) bzw. das 
anorektisch wirkende α-Melanozyten-stimulierendes Hormon (α-MSH) exprimieren. 
α-MSH ist ein Produkt des Proopiomelanocortin Gens (POMC) (sogenannte POMC 
Neurone) (Ellacott und Cone, 2004). Eine Aktivierung orexigener Neurone 
(NPY/AgRP) stimuliert die Nahrungsaufnahme, wohingegen eine Aktivierung 
anorexigener (POMC) Neurone diese hemmt (Willesen et al., 1999). Beide 
Neuronenpopulationen projizieren an andere hypothalamische Gebiete, wie dem 
paraventrikulären Nucleus (PVN) und dem lateralen Nucleus des Hypothalamus 
(LHA) (Kalra et al., 1999). Der ARC erhält ebenfalls neuronale Afferenzen aus 
anderen Teilen des Hypothalamus und dem Hirnstamm (Chronwall, 1985). NPY 
exprimierende Neurone aus dem ARC projizieren zum PVN und bewirken über eine 
NPY Freisetzung eine Stimulation der Nahrungsaufnahme und eine Hemmung des 
Energieumsatzes; eine vermehrte Ausschüttung des anorektischen α-MSH jedoch 
führt zu einer Verminderung der Nahrungsaufnahme und einem gesteigerten 
Energieumsatz (Woods et al., 1998).  
Beide Neuronenpopulationen besitzen Rezeptoren für Leptin und Insulin (Willesen et 
al., 1999; Schwartz et al., 2000; Gekle, 2010). Leptin übt seine Wirkung über den 
ARC aus, indem es die orexigenen Neurone hemmt und die anorexigenen Neurone 
aktiviert (Spanswick et al., 1997; Cowley et al., 2001).  
Der ARC wird nicht nur durch die oben beschriebenen Hormone, sondern auch durch 
den Energiestatus beeinflusst. Immunhistochemische Studien, in denen c-Fos als 
 10 
Marker für neuronale Aktivierung detektiert wurde, zeigen eine starke c-Fos 
Expression nach 12 Stunden Futterentzug. Diese Aktivierung tritt hauptsächlich in 
NPY Neuronen auf. 90-94% der durch Fasten aktivierten Neurone exprimieren NPY, 
wohingegen eine fasteninduzierte c-Fos Expression in POMC Neuronen nicht 
nachweisbar ist (Coppola et al., 2007; BecskeI et al., 2009b). Die fasteninduzierte 
Aktivierung des ARC wird durch eine Fütterung nach Futterentzug (engl. refeeding) 
aufgehoben (Riediger et al., 2004). Auch die Verabreichung exogener Stimuli, wie 
z.B. PYY, Glukose oder Leptin, führt zu einer Reduktion der fasteninduzierten c-Fos 
Expression im ARC (Traebert et al., 2002; Riediger et al., 2004; Becskei et al., 2008; 
Becskei et al., 2009b). Diese Befunde gelten als ein in vivo Korrelat der Effekte auf 
neuronaler Stufe, die für diese Stimuli auf Einzelzellebene nachgewiesen wurden. 
 
3.3 Ghrelin 
Ghrelin ist ein weiteres wichtiges Hormon, dessen zentrale Effekte über den ARC 
vermittelt werden. Das orexigene Peptidhormon besteht aus 28 Aminosäuren und 
wurde erstmals 1999 im Magen von Ratten identifiziert. Das Hormon wird primär in 
der Magenmukosa produziert (Kojima et al., 1999). Die Ghrelinspiegel werden durch 
die Nahrungsaufnahme moduliert. Bei Hunger bzw. kurz vor Mahlzeiten steigt die 
Ghrelinkonzentration, wohingegen bei Nahrungs- oder Glukoseaufnahme die 
Konzentration im Plasma sinkt (Tschöp et al., 2000; Asakawa et al., 2001; Cummings 
et al., 2001; Toshinai et al., 2001; Shiiya et al., 2002). Es hemmt die Glukose 
stimulierte Insulinsekretion aus dem Pankreas und erhöhte Glukoseproduktion in der 
Leber und fördert den Fettaufbau durch vermutlich periphere Effekte über den 
Growth-Hormon-Secretagogue Rezeptor (GHS-R) auf die β-Zellen und Adipozyten 
(Dezaki et al., 2004; Wierup et al., 2004; Rodríguez et al., 2009). Im Kreislauf kommt 
Ghrelin als acylierte (AG) und als unacylierte (UAG) Form vor (Kojima et al., 1999). 
Die Acylierung wird durch das Enzym Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) katalysiert 
(Gutierrez et al., 2008; Yang et al., 2008). Die Acylierung durch GOAT ist für die 
biologische Aktivität von Ghrelin notwendig (Bednarek et al., 2000; Matsumoto et al., 
2001; Gauna et al., 2007). Ghrelin ist der endogene Ligand für den GHS-R, welcher 
im ARC des Hypothalamus in hoher Dichte exprimiert wird (Howard et al., 1996; 
Willesen et al., 1999). Es induziert zentral über den ARC eine Steigerung des 
Appetits, Gewichtszunahme und Senkung des Energieumsatzes (Nakazato et al., 
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2001). Das Peptidhormon hat gegensätzliche Wirkungen zu Leptin. Im ARC aktiviert 
es direkt Neurone, welche NPY exprimieren und inhibiert zudem indirekt die POMC 
Neurone (Hewson et al., 1999; Traebert et al., 2002). Der erregende Effekt von 
Ghrelin auf ARC Neurone wurde durch immunhistochemische c-Fos Studien 
bestätigt (Traebert et al., 2002; Riediger et al., 2003). Exogenes Ghrelin induziert 
eine starke c-Fos Expression im ARC von Mäusen, welche ähnlich der 
fasteninduzierten neuronalen Aktivierung ist (Traebert et al., 2002; Wang et al., 2002; 
Morikawa et al., 2004).  
 
3.3.1 Einfluss von Ghrelin und Insulin auf die Glukosehomöostase  
Ghrelin und Insulin spielen eine wichtige Rolle für die Glukosehomöostase. Das 
Hormon Insulin wird von den β-Zellen des Pankreas in Antwort auf erhöhte 
postprandiale Glukosespiegel sezerniert. Es führt zu einer Senkung des 
Glukosespiegels, indem Glukose in die Zellen aufgenommen wird (Woods et al., 
1979); zudem steigert es in der Leber die Glykogensynthese (Rosetti und Giaccari, 
1990) bzw. hemmt die Glukoneogenese (Yki-Jarvinen et al., 1989) und 
Glykogenolyse (Petersen et al., 1998). Insulin fördert zudem die Lipogenese unter 
anderem durch Aufnahme von Glukose in Adipozyten (Lane et al., 1990). 
Sowohl Ghrelin als auch der GHS-R werden in den Langerhans-Inseln des Pankreas 
exprimiert (Date et al., 2002; Ponery et al., 2002; Volante et al., 2002; Wierup et al., 
2002; Dezaki et al., 2004; Wierup et al., 2004; Kageyama et al., 2005). Innerhalb der 
Langerhans-Inseln des Pankreas wurde die Expression von Ghrelin in den α-Zellen, 
β-Zellen und ε-Zellen entdeckt. ε-Zellen sind zudem in Teilen der Magenmukosa 
lokalisiert und synthetisieren Ghrelin (Wierup et al., 2002). GHS-R ist auch zum Teil 
in den Insulin-positiven β-Zellen der Pankreasinseln lokalisiert (Granata et al., 2007). 
In isoliertem perfundierten Rattenpankreas hemmt Ghrelin die Glukose stimulierte 
Insulinsekretion (Egido et al., 2002). Das orexigene Hormon blockiert auch die 
Insulinsekretion in immortalisierten β-Zellen und in kultivierten Pankreasinseln von 
Mäusen (Salehi et al., 2004; Wierup et al., 2004).  
Die Wirkung von Ghrelin auf die Regulation der Insulinsekretion wurde auch in vivo 
untersucht. In gesunden gefasteten Probanden führt die intravenöse Verabreichung 
von Ghrelin zu einer Senkung des Insulinspiegels und einer gleichzeitigen Erhöhung 
des Blutzuckerspiegels (Broglio et al., 2001). Ähnlich zu Humanstudien hemmt die 
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intravenöse Gabe von Ghrelin die fasten- und glukoseinduzierte Insulinsekretion in 
Mäusen (Reimer et al., 2003). Genetische Manipulationen des Ghrelin-Systems 
beeinflussen ebenfalls die Glukosehomöostase. Eine Überexpression des Ghrelin-
Gens (Ghrl) in transgenen Mäusen senkt den Insulinspiegel, wohingegen eine 
Inaktivierung von GHS-R oder Ghrelin in GHS-R/Ghrelin Knockout Mäusen eine 
Verbesserung der Insulinsekretion induziert und die Entwicklung einer 
Glukoseintoleranz verhindert (Iwakura et al., 2005; Chacko et al., 2012). In adipösen 
diabetischen ob/ob Mäusen, die aufgrund einer Mutation kein Leptin produzieren, 
verbessert das Knockout des Ghrl die Insulinsekretion (Sun et al., 2006; Ma et al., 
2011). Eine chronische Behandlung mit GHS-R Agonisten induziert Hyperglykämie 
und Insulinresistenz in gesunden älteren Menschen (Chapman et al., 1996; 
Svensson et al., 1998; Muller et al., 2001). Im Gegensatz dazu führt eine Blockade 
des Rezeptors (GHS-R Knockout Mäuse) zu einem Anstieg der Insulinsekretion und 
einer Normalisierung des Blutzuckerspiegels (Longo et al., 2011).  
 
3.4 Strategien und therapeutische Intervention gegen Übergewicht 
Adipositas und sekundäre Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2 sind ein 
gravierendes Gesundheitsproblem und wurden zu einer grossen Herausforderung 
des Gesundheitssystems im 21. Jahrhundert (Chollet et al., 2009). Das Überangebot 
von energiereichen Lebensmitteln und eine Abnahme der körperlichen Aktivität 
haben diese Problematik verstärkt. 
Rund 90% der Diabetes mellitus Typ 2 Fälle werden durch Übergewicht induziert; 
demnach ist Adipositas der primäre Risikofaktor für Diabetes Typ 2 (Gan, 2003). 
Neue Behandlungen, die direkt die Glukosetoleranz verbessern und gleichzeitig zu 
einem klinisch bedeutsamen Gewichtsverlust führen, könnten eine wichtige Rolle in 
der therapeutischen Intervention des Diabetes mellitus Typ 2 spielen.  
Bariatrische Eingriffe sind die zur Zeit effektivsten Therapien, die zu einer 
langfristigen Gewichtsabnahme und zu einer Verbesserung des diabetischen Status 
bei stark übergewichtigen und diabetischen Menschen führen. Neben dem Roux-en 
Y Magen-Bypass besteht die Möglichkeit der sogenannten Vertical Sleeve 
Gastrektomie oder dem Magenband (Lutz und Bueter, 2014). Es wird angenommen, 
dass eine Gewichtsabnahme nach Bypass Operation durch eine reduzierte 
Mahlzeitaufnahme bzw. einem erhöhten Energieumsatz zustande kommt. Allerdings 
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sind die zugrunde liegenden Mechanismen noch nicht ausreichend geklärt. Durch 
eine Veränderung der gastrointestinalen Funktionen kommt es zu einer vermehrten 
Ausschüttung von Darmhormonen wie CCK, PYY und GLP-1 (Le Roux et al., 2006; 
Le Roux et al., 2007; Pournaras et al., 2010; Le Roux et al., 2010; Shin et al., 2010). 
Die Gründe für die unabhängig vom Gewichtsverlust auftretende Verbesserung der 
Diabetessymptomatik sind ebenfalls nicht restlos geklärt. 
Durch die Bedeutung des ARC in Bezug auf die Steuerung und Kontrolle des 
Körpergewichts, gilt er als Zielstruktur für die Entwicklung von Medikamenten gegen 
Übergewicht. Aufgrund der Hyperlipidämie und Leptinresistenz bei übergewichtigen 
Menschen, erwies sich eine Leptinbehandlung bereits kurz nach Entdeckung dieses 
Hormons als ungeeigneter therapeutischer Ansatz gegen Adipositas (Heymsfield et 
al., 1999). Leider waren auch viele weitere der bisher erprobten pharmakologischen 
Strategien nicht effektiv genug oder von gravierenden Nebenwirkungen begleitet. 
Aufgrund der Effekte von Ghrelin auf die Energiehomöostase und den 
Glukosestoffwechsel sind Substanzen, die mit dem GHS-R interagieren, ein 
vielversprechender Therapieansatz gegen Übergewicht und Diabetes Typ 2. Da der 
Ghrelinspiegel bei übergewichtigen Menschen verringert ist, scheinen GHS-R 
Antagonisten als Strategie gegen Adipositas nur sehr begrenzt wirksam zu sein 
(Cummings et al., 2002). Dies bestätigen auch Studien, in denen Ghrelin 
Antagonisten keine ausreichende Reduktion der Nahrungsaufnahme und des 
Körpergewichts bei Menschen und Nagern erreichten (Zorrilla et al., 2006). 
Antagonisten blockieren allgemein die Aktivität von Agonisten (Chollet et al., 2009). 
Im Gegensatz dazu binden inverse Agonisten an einen spontanaktiven Rezeptor und 
reduzieren dessen biologische Antwort. Die Aktivität des GHS-R beträgt auch ohne 
Ligandenbindung ca. 50% der maximal durch Ghrelin oder synthetischen Ghrelin 
Agonisten stimulierbaren Aktivität (Holst et al., 2003; Holst und Schwartz, 2004). 
Aufgrund der Hemmung dieser hohen konstitutiven Aktivität des GHS-R bewirken 
inverse Ghrelin Agonisten unabhängig von Ghrelin eine dem Ghrelin 
entgegengesetzte Wirkung (Holst et al., 2003; Holst und Schwartz, 2004). Für sie 
wird daher im Zusammenhang mit Adipositas/Diabetes eine bessere Wirksamkeit als 
für GHS-R Antagonisten vermutet (Els et al., 2010).  
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3.5 Ziel der Studie 
In dieser Arbeit wurden in Kollaboration mit Helsinn Healthcare SA (Lugano, 
Schweiz) und dem Swiss Institute for Bioinformatics (Lausanne, Schweiz), neu 
entwickelte, nicht-peptiderge IA getestet. In parallelen elektrophysiologischen 
Studien (in vitro) wurde für diese IA eine dem Ghrelin entgegengesetzte Wirkung auf 
die neuronale Aktivität im ARC nachgewiesen (unpublizierte Daten). Es war Ziel der 
vorliegenden Studie zu testen, ob sich auch in vivo Korrelate dieser Effekte auf 
neuronaler Ebene und in Verhaltensstudien mit Mäusen demonstrieren lassen. 
Hierzu wurden immunhistochemische Versuche sowie Fütterungs- und 
Aversionsstudien bei Mäusen durchgeführt. 
 
In dieser Studie sollten im Speziellen folgende Fragestellungen geklärt werden: 
 
- Führt die Gabe der getesteten inversen Ghrelin Agonisten IA1, IA2 und 
IA3 zu einer reduzierten fasteninduzierten c-Fos Expression im ARC? 
Ziel dieses experimentellen Ansatzes ist ein indirekter Nachweis einer 
Hemmwirkung der Testsubstanzen auf die Aktivität des ARC. Er basiert auf 
der Aufhebung oder Abschwächung einer durch Fasten induzierten 
neuronalen Aktivierung (c-Fos Expression) des ARC (Riediger et al., 2004). 
Die fasteninduzierte Aktivierung des ARC lässt sich nicht nur durch das 
Anbieten von Nahrung aufheben (Riediger et al., 2004), sondern wird auch 
durch exogene Hormone (z.B. PYY und Leptin) (Riediger et al., 2004; Becskei 
et al., 2010) oder parenteral applizierte Glukose (Becskei et al., 2008) 
reduziert. Basierend auf der postulierten Hemmwirkung der inversen 
Agonisten wird daher auch für diese Testsubstanzen eine Abschwächung der 
fasteninduzierten c-Fos Expression vermutet. Um eine Maskierung dieser 
Wirkung durch eine eventuell parallel auftretende, indirekt vermittelte 
neuronale Aktivierung auszuschliessen, wurde ebenfalls untersucht, ob eine 






- Führen die inversen Ghrelin Agonisten IA2 und IA3 zu einer reduzierten 
Futteraufnahme? 
In diesen akuten Fütterungsstudien wurde nach Applikation (s.c. oder p.o.) der 
inversen Ghrelin Agonisten IA2 und IA3 die Futteraufnahme an mehreren 
Zeitpunkten innerhalb von 24 Stunden gemessen.  
Aufgrund ihrer dem Ghrelin entgegengesetzten Wirkung auf neuronaler 
Ebene, wird für IA eine anorektische Wirkung vermutet. 
 
- Kann ein aversiver Effekt des inversen Ghrelin Agonisten IA3 
ausgeschlossen werden? 
Nach Applikation der inversen Agonisten wird eine reduzierte Futteraufnahme 
in Mäusen angenommen. Um auszuschliessen, dass diese Reduktion 
aufgrund eines aversiven Effekts der Testsubstanz zustande kommt, wurde 
eine Studie zur konditonierten Geschmacksaversion (CTA, engl. conditioned 
taste aversion) durchgeführt. Das Versuchsdesign wurde bereits in ähnlichen 
Studien eingesetzt (Song et al., 2013). Es basiert auf der Ausbildung einer 
konditionierten Aversion gegen eine Saccharinlösung infolge der 
Verabreichung von Stimuli, welche ein Unwohlsein oder ein Krankheitsgefühl 
auslösen. Eine derartige Wirkung wird z.B. durch LiCl verursacht, das daher in 
der vorliegenden Studie als Positivkontrolle verwendet wurde. Eine 
ausbleibende Entwicklung einer Aversion nach der Verabreichung einer 
Testsubstanz deutet auf eine nicht aversive Wirkung hin und gilt daher 
insbesondere bei Untersuchungen zur Nahrungsaufnahme als ein wichtiges 
















4. Materialen und Methoden 
 
4.1 Tiere 
Für die c-Fos-, Fütterungs- und Aversionsstudien wurden adulte männliche 
C57BL/6NCrl Mäuse (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) zwischen 22-33g 
verwendet. Sie wurden unter konstanten Temperaturbedingungen (22°C) in 
hängenden Gitterkäfigen in Einzelhaltung bei einem 12:12 Stunden 
Licht/Dunkelzyklus gehalten. Die Tiere hatten, mit Ausnahme der unten beschrieben 
speziellen Versuchsbedingungen, freien Zugang zu Futter und Wasser (Standard 
Nagerfutter; #3430; Kliba Nafag, Kaiseraugst, Schweiz). In Anlehnung an die Studie 
von Ryabinin et al. (1999) wurden die Tiere vor Versuchsbeginn 3 Wochen an die 
experimentellen Bedingungen adaptiert, um stressbedingte Effekte (z.B. auf die c-
Fos Expression) zu minimieren. Zudem wurde den Mäusen davor eine Woche Zeit 
zur Adaption an Raum und Umfeld gegeben. 
Alle Experimente wurden vom Kantonalen Veterinäramt Zürich genehmigt. 
 
4.2 C-Fos Studien 
 
4.2.1 Injektion und Perfusion 
Für die c-Fos Studien wurde ein Teil der Mäuse während der Lichtphase für 12 
Stunden gefastet. Zu Beginn der Dunkelphase wurden entsprechend der Gruppe der 
inverse Ghrelin Agonist IA1 (10mg/kg; s.c.), IA2 (10mg/kg; s.c.) bzw. IA3 (60mg/kg; 
p.o.), welche von Helsinn Healthcare SA zur Verfügung gestellt wurden, oder das 
reine Lösungsmittel (DMAC 10%/ Solutol 6%/ PBS 84%; 10ml/kg s.c. bzw. 0,5%ige 
Methylzellulose; 0,3ml p.o.) als Kontrolle appliziert. Zwei Stunden nach Applikation 
wurden die Tiere perfundiert. Mittels Pentobarbital (200mg/kg; i.p) wurden die Mäuse 
in tiefe Anästhesie versetzt. 
Für die Perfusion wurden die Tiere in Rückenlage fixiert. Nach Erreichen der nötigen 
Narkosetiefe (Wegfall der nozizeptiven Reflexe) wurde zunächst der Thorax eröffnet. 
Hierfür wurde die Haut über dem Sternum und Thorax mit einer Schere bis cranial 
auf die Höhe der Schulterblätter entfernt. Anschliessend wurde der Brustraum vom 
Xiphoid eröffnet und das Diaphragma vorsichtig entlang des Rippenbogens 
durchtrennt, um das Herz zugänglich zu machen. Mit einer Schere wurden danach 
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die Rippen durchtrennt, sodass das Sternum nach rostral geklappt und mit einer 
Klemme fixiert werden konnte. Das freiliegende Herz wurde vom Perikard befreit. Im 
Anschluss daran wurde eine 26G Kanüle in den linken Ventrikel eingeführt und das 
rechte Atrium mit einer kleinen spitzen Schere durch einen Schnitt eröffnet. Danach 
wurden die Mäuse transkardial zunächst mittels 4°C gekühltem Phosphatpuffer (PB) 
(0,1M Lösung; pH 7,4) für 90 Sekunden entblutet und anschliessend mit einer 
ebenfalls gekühlten Paraformaldehydlösung (PFA) (PFA 4% in PB; pH 7,2) für zwei 
Minuten fixiert. 
Für die Gehirnentnahme wurde zunächst die Haut von der Nase ausgehend bis nach 
caudal zwischen die Schulterblätter mit dem Skalpell durchtrennt. Um das Gehirn 
freizulegen wurden danach sämtliche Muskeln und Faszien freipräpariert und 
vorsichtig mittels Knochenzange die Schädeldecke entfernt. Mit einem Querschnitt 
durch Bulbus olfactorius und durch Medulla oblongata wurde das Gehirn abgetrennt 
und mittels Spatel aus der Schädelhöhle gelöst.  
Nach Entnahme der Gehirne wurden diese in 4%iger PFA Lösung über Nacht für 
etwa 24 Stunden bei 4°C nachfixiert und danach zur Kryoprotektion für weitere 24 
Stunden in 20%iger Sucroselösung in PB (0,1M) bei 4°C gelagert. 
 
Tab. 1: Phosphatpuffer 0,1M 
Stock Lösung Substanz Konzentration (g/l) Endkonzentration (M) 
1 NaH2PO4*H2O 27,8 0,2 
2 Na2HPO4*2H2O 35,6 0,2 
228ml von Stock 1 + 972ml Stock 2 mischen; 600ml von Stock 1+2 + 600ml destilliertes 
Wasser; Endvolumen 1200ml; Endkonzentration 0,1M; kühlen auf 4°C, pH Wert auf 7,4 
 










Nach erfolgter Kryoprotektion wurden die Gehirne vier Minuten in Hexan gefroren, 
welches zuvor auf -20°C abgekühlt und auf Trockeneis platziert wurde.  
Substanz Menge 
PFA (g) 48 
dH20 (ml) 600 
NaOH (1M) 4 Tropfen 
0,2M PB (ml) 600 
600ml 0,2M PB + 600ml destilliertes Wasser auf beheiztem Magnetfeld unter 
Zugabe von 48g PFA und 4 Tropfen NaOH; Endvolumen 1200ml; 
Endkonzentration 4%; kühlen auf 4°C; pH Wert auf 7,2 
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Mit einem Gefriermikrotom (Leica CM 3050 S, Leica Microsystems) wurden 20µm 
dicke Gehirnschnitte bei etwa -21°C angefertigt. Zwei alternierende Schnittserien 
wurden in der Region des Nucleus arcuatus mit adhäsiven Glasobjektträgern 
(Menzel-Gläser Superfrost® Plus, Gerhard Menzel GmbH) aufgenommen. 
Anschliessend wurden die Schnitte durch Auflegen eines Fingers auf der Rückseite 
der Objektträger aufgetaut, um sie auf diesen zu fixieren. Bis zur weiteren 
immunhistochemischen Färbung wurden die Schnitte bei -20°C gelagert. 
 
4.2.3 Immunhistologische c-Fos Detektion 
Die Schnitte wurden zunächst bei Raumtemperatur für 1h aufgetaut und getrocknet. 
Anschliessend wurden sie zweimal für 5min in 0,1%iger PBST-Lösung (0,1ml Triton® 
in 100ml PBS) rehydriert und permeabilisiert. 
Um eine unspezifische Antikörperbindung zu verhindern, wurden die Schnitte für 2h 
in einer Blockade-Lösung (8ml PBST 0,3% + 150µl Normal Goat Serum (NGS) + 2ml 
Avidin) inkubiert und danach erneut dreimal für 10min in 0,1%iger PBST-Lösung 
gewaschen. Die Schnitte wurden dann für ca. 48h bei 4°C mit dem primären 
Antikörper (rabbit anti c-fos Ab-5, Merck Millipore, 1:10.000; 8ml PBST 0,3% + 2ml 
Biotin + 1µl Antikörper) inkubiert. Danach wurden sie fünfmal für 10min in 0,1%iger 
PBST-Lösung gewaschen und für 90min mit dem sekundären Antikörper (goat anti-
rabbit BA-1000, Vector Laboratories,1:400; 10ml PBST 0,3% + 150µl NGS + 25µl 
Antikörper) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen für 10min in 0,1%iger PBST-
Lösung erfolgte eine Inkubation in einem Avidin-Biotin Komplex (nach 
Herstellerangaben, Vectastain ABC Kit PK-6100®, Vector Laboratories) für 1h. 
Daraufhin wurden die Schnitte für 10min in 0,1%iger PBST-Lösung und in 0,05M 
TrisHCl gewaschen. 
Zur Detektion des sekundären Antikörpers wurden die Schnitte im Dunkeln für etwa 
4-5min in einer Diaminobenzidin (DAB)-Lösung (Sigma Aldrich, 3,3- 
Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate; PBS + 0,02% H2O2 + 0,08% NiCl + 
0,01% CoCl ) inkubiert und anschliessend in einem letzten Waschschritt  dreimal für 
5min gewaschen. Danach wurden die Schnitte jeweils für 5min in einer Alkoholreihe 
(50%, 75%, 95%, 100% Ethanol und 100% Xylol) entwässert. Die Schnitte wurden 
getrocknet und danach mit Entellan® bedeckt. 
 
 19 
Da der oben beschriebene Primärantikörper für einen Teil der Versuche nicht mehr 
verfügbar war, wurde analog zu diesem Protokoll ein Teil der Schnitte mit 
alternativen Antikörpern gefärbt. Anstatt von NGS wurde Normal Donkey Serum 
(NDS) verwendet. Als Primärantikörper wurde goat anti-c-fos Antikörper (Sc-52-G, 
Santa Cruz Biotechnology Inc., 1:500 in PBST) benutzt. Dieser wurde mit dem 
sekundären Antikörper biotinylated horse anti-goat (BA-9500, Vector Laboratories, 
1:400) durch DAB-Färbung nachgewiesen. 
 
Tab. 3: Verwendete Antikörper für die Immunhistochemische Färbung 
Primärantikörper Sekundärantikörper 



























Tab. 4: PBS 





Gelöst in 1l destilliertem Wasser 
 
 
4.2.4 Quantifizierung und statistische Auswertung 
Um die c-Fos Expression im ARC der Tiere zu quantifizieren, wurden die c-Fos 
positiven und dunkelblaugefärbten Zellkerne in drei bis fünf Schnitten pro 
Objektträger unter dem Lichtmikroskop (Axio Imager Z2, Carl Zeiss Microscopy) 
ausgezählt und anschliessend der Mittelwert gebildet. Aus diesen Werten wurden 
danach die Mittelwerte für die Behandlungsgruppen berechnet (n = Anzahl der 
Tiere). Das Auszählen der Schnitte erfolgte ohne Kenntnis der Zugehörigkeit zu den 
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jeweiligen Gruppen. Zur Dokumentation wurden nach Auswertung aller Schnitte von 
jeder Versuchsgruppe Digitalaufnahmen gemacht. 
Alle Daten werden als Mittelwert ± Standardfehler dargestellt. Die statistische 
Signifikanz wurde mit dem Statistikprogramm Prism 5.0 für Mac unter Anwendung 
des t-tests (bei zwei Gruppen) und der one-way ANOVA (bei mehr als zwei Gruppen) 
und anschliessendem Newman-Keuls Multiple Comparison Test ausgewertet und 





Die Tiere wurden zunächst eine Woche an die Haltungsbedingungen adaptiert. 
Während dieser Zeit wurde die Nahrungsaufnahme und das Körpergewicht (Baseline 
Wert) täglich gemessen. Hierfür wurde das Futter samt Trog entfernt und die sich 
unter den Käfigen befindende Einstreu mit Küchenpapier ausgetauscht. Den Mäusen 
standen täglich vier neue, einzelne Futterpellets zur Verfügung, deren 
Ausgangsgewicht vor der Gabe bestimmt wurde. Das Endgewicht der Pellets (unter 
Berücksichtigung des verstreuten Futters unter den Käfigen) wurde nach 24 Stunden 
gemessen und die gesamte Futteraufnahme dokumentiert.  
 
4.3.2 Versuchsdurchführung 
Am Tag 1 wurde den Mäusen für die letzten 3 Stunden der Lichtphase das Futter 
entzogen, um eine kurzfristige ungleichmässige Nahrungsaufnahme vor 
Versuchsbeginn zu verhindern und somit für alle Tiere dieselbe Ausgangslage für 
das Experiment zu schaffen. Kurz vor Beginn der Dunkelphase wurde den Mäusen 
entsprechend ihrer Gruppe entweder der inverse Ghrelin Agonist IA2 (10mg/kg; s.c.), 
bzw. IA3 (60mg/kg; p.o. bzw. 30mg/kg; s.c.) oder das reine Lösungsmittel (DMAC 
10%/ Solutol 6%/ PBS 84%; 10ml/kg s.c.; bzw. 0,5%ige Methylzellulose; 0,3ml p.o.) 
appliziert. Zu Beginn der Dunkelphase wurden je 4 gewogene Futterpellets in den 
Käfigen platziert. Diese Futtermenge war ausreichend um eine ad libitum Fütterung 
über 24 Stunden zu gewährleisten. Die Futterpellets wurden dann an mehreren 
Zeitpunkten während der folgenden 24 Stunden gewogen, um den Zeitverlauf der 
Nahrungsaufnahme zu bestimmen. 
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Nach zwei Tagen Pause wurde am Tag 4 der Versuch unter identischen 
Bedingungen wiederholt durchgeführt, wobei jene Tiere, die an Tag 1 zuerst den 
inversen Ghrelin Agonisten bekommen hatten, nun das Lösungsmittel erhielten und 
umgekehrt (engl. cross over). Auf ein cross over wurde verzichtet, wenn bereits nach 
dem ersten Versuchsdurchgang signifikante Resultate vorlagen. 
 
4.3.3 Statistische Auswertung 
Alle Futteraufnahmen werden als Mittelwert ± Standardfehler dargestellt. Mittels 
Prism 5.0 für Mac wurde ein gepaarter t-test durchgeführt um die Auswirkung der 
Behandlungen zwischen den Tieren zu vergleichen. Für die Versuche ohne cross 
over wurde ein ungepaarter t-test durchgeführt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als 




4.4.1 Konditionierte Geschmacksaversion mit Saccharin 
Die Mäuse (n=24) wurden zunächst fünf Tage lang an die Trinkflaschen adaptiert 
und die tägliche Wasseraufnahme wurde protokolliert. Die Tiere hatten dabei immer 
freien Zugang zu Futter. 
Für den Versuch wurde den Tieren zunächst für 24h das Trinkwasser entzogen. Am 
Anfang der Dunkelphase wurde anschliessend eine Saccharinlösung (0,15%) für 2h 
auf der gegenüberliegenden Seite der Wasserflasche angeboten. Danach wurde den 
Mäusen entsprechend ihrer Versuchsgruppe der inverse Ghrelin Agonist IA3 
(30mg/kg; s.c.), das reine Lösungsmittel (10ml/kg; s.c.; DMAC 10%/ Solutol 6%/ PBS 
84%) oder LiCl (0,15M; 10ml/kg; i.p.) injiziert. Die Saccharinflaschen wurden dann 
durch Wasserflaschen ausgetauscht. Am darauffolgenden Tag wurde erneut ein 
Wasserentzug (24h) durchgeführt und danach sowohl Wasser als auch eine 









 24h H2O Entzug    2h Saccharin        22h H2O    24h H2O Entzug   Saccharin + H2O 
 
Abb. 1: Versuchsdesign zur konditionierten Geschmacksaversion 
 
4.4.2 Statistische Auswertung 
Die Daten wurden mittels Prism 5.0 für Mac ausgewertet. Da die Daten nicht 
normalverteilt waren, wurde eine nicht parametrische one-way ANOVA und ein 
Kruskal-Wallis Test durchgeführt, um die Auswirkung der Behandlungen zwischen 
den Tieren zu vergleichen. Alle Daten werden als Mittelwert ± Standardfehler 





































5.1 c-Fos Studien 
 
5.1.1 Einfluss des inversen Ghrelin Agonisten IA1 auf die fasteninduzierte c-Fos 
Expression 
Futterentzug induzierte eine starke c-Fos Expression im ARC der Kontrollgruppe. Im 
Gegensatz dazu waren kaum c-Fos positive Neurone in ad libitum gefütterten 
Kontrolltieren nachweisbar. Die Behandlung von gefasteten Tieren mit IA1 (10mg/kg; 
s.c.) reduzierte signifikant die c-Fos Expression im ARC um 64% im Vergleich zur 














Abb. 2: IA1 (10mg/kg, s.c.) reduziert die fasteninduzierte c-Fos Expression im ARC. Repräsentative 
Schnitte in der Region des ARC. A 12h gefastete Mäuse nach Lösungsmittelgabe, B ad libitum gefütterte 
Mäuse nach Lösungsmittelgabe, C 12h gefastete Mäuse nach IA1 Gabe. D Quantifizierung der Anzahl der c-
Fos positiven Neurone im ARC der unterschiedlich behandelten Gruppen. 3V: 3. Ventrikel. Massstab 100µm. 
*** p < 0,001, * p < 0,05. 








5.1.2 Einfluss des inversen Ghrelin Agonisten IA2 auf die fasteninduzierte c-Fos 
Expression 
Die gefastete Kontrollgruppe (n=7) zeigte eine deutliche c-Fos Expression, 
wohingegen bei den ad libitum gefütterten Tieren kaum c-Fos positive Neurone 
vorzufinden waren. Die Applikation von IA2 (10mg/kg; s.c.) reduzierte die c-Fos 
Expression signifikant um 49,4% verglichen mit der gefasteten Kontrollgruppe 








Abb. 3: IA2 (10mg/kg, s.c.) reduziert die fasteninduzierte c-Fos Expression im ARC. Repräsentative 
Schnitte in der Region des ARC. A 12h gefastete Mäuse nach Lösungsmittelgabe, B ad libitum gefütterte Mäuse 
nach Lösungsmittelgabe, C 12h gefastete Mäuse nach IA2 Gabe. D Quantifizierung der Anzahl der c-Fos 
positiven Neurone im ARC der unterschiedlich behandelten Gruppen. 3V: 3. Ventrikel. Massstab 100µm. 
*** p < 0,001, ** p < 0,01. 
 
Die bisherigen Versuche wiesen darauf hin, dass die IA zu einer Reduktion der 
fasteninduzierten c-Fos Expression im ARC führen. Um dies abzusichern und um 
auszuschliessen, dass IA2 per se zu einer neuronalen Aktivierung im ARC führt, 
3V 
3V 3V 
Kontrolle, gefastet IA2, gefastet 
A C B 
D 
Kontrolle, ad libitum 
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wurde ebenfalls untersucht, ob eine Verabreichung von IA2 in ad libitum gefütterten 
Mäusen zu einer c-Fos Antwort führt. 
In Antwort auf IA2 wurde die c-Fos Expression signifikant um 50% (p < 0,01) im 















Abb. 4: IA2 (10mg/kg, s.c.) reduziert die c-Fos Expression im ARC im Vergleich zur Kontrollgruppe in 
ad libitum gefütterten Mäusen. Repräsentative Schnitte in der Region des ARC von ad libitum gefütterten 
Mäusen. A nach Lösungsmittelgabe, B nach IA2 Gabe. C Quantifizierung der Anzahl der c-Fos positiven 
Neurone im ARC der unterschiedlich behandelten Gruppen. 3V: 3. Ventrikel. Massstab 100µm. ** p < 0,01. 
 
 
5.1.3 Einfluss des inversen Ghrelin Agonisten IA3 auf die fasteninduzierte c-Fos 
Expression 
Der inverse Ghrelin Agonist IA3 (60mg/kg) wurde für diesen Versuch oral appliziert. 
Die gefastete Kontrollgruppe zeigte eine starke c-Fos Expression im ARC, während 
die ad libitum gefütterte Kontrollgruppe kaum c-Fos positive Neurone aufwies. Die 
Gabe von IA3 reduzierte im Vergleich zur gefasteten Kontrollgruppe die c-Fos 
Expression im ARC signifikant um 50% (p < 0,001). In ad libitum gefütterten Tieren 
induzierte IA3 keine stärkere c-Fos Expression verglichen mit der ad libitum 
gefütterten Kontrollgruppe.  
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Abb. 5: IA3 (60mg/kg, p.o.) reduziert die fasteninduzierte c-Fos Expression im ARC. Repräsentative 
Schnitte in der Region des ARC. A 12h gefastete Mäuse nach Lösungsmittelgabe, B ad libitum gefütterte Mäuse 
nach Lösungsmittelgabe, C 12h gefastete Mäuse nach IA3 Gabe, D ad libitum gefütterte Mäuse nach IA3 Gabe. 
E Quantifizierung der Anzahl der c-Fos positiven Neurone im ARC der unterschiedlich behandelten Gruppen. 3V: 
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5.2.1 Einfluss von IA2 auf die Futteraufnahme nach subkutaner Injektion 
Die Futteraufnahme nach einer Stunde wurde durch den inversen Ghrelin Agonisten 
IA2 (10mg/kg; s.c.) signifikant um 34% reduziert (p <0,05). Nach einer Stunde lag die 
Nahrungsaufnahme in der Kontrollgruppe im Mittel bei 0,32g (± 0,03g; n=14), 
diejenige der IA2 injizierten Tiere bei 0,21g (± 0,03g). Für die weiteren Zeitpunkte 
nach 3, 6, 12 und 24 Stunden wurde keine statistische Signifikanz festgestellt.  
 
Abb. 6: IA2 (10mg/kg, s.c.) reduziert die Futteraufnahme von Mäusen nach 1h (n=14; cross over 
Design) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Gepaarter t-test. * p < 0,05. 
 
5.2.2 Einfluss von IA3 auf die Futteraufnahme nach subkutaner Injektion 
Der inverse Ghrelin Agonist IA3 (30mg/kg) reduzierte nach subkutaner Injektion die 
Futteraufnahme; diese war zu allen Messzeitpunkten über 24 Stunden signifikant 
gegenüber der Kontrollgruppe verringert. 
Die Nahrungsaufnahme in den Kontrolltieren (n=14; Lösungsmittel) betrug zwischen 
0,42g ± 0,04g nach einer Stunde und 5,7g ± 0,17g nach 24 Stunden. In Antwort auf 
IA3 wurde die Futteraufnahme zwischen 48% (0,22g ± 0,02g) nach 1 Stunde und 





















Abb. 7: IA3 (30mg/kg, s.c.) reduziert die Futteraufnahme von Mäusen zu allen Messzeitpunkten über 
24h (n=7). Ungepaarter t-test. *** p < 0,001, ** p < 0,01. 
 
5.2.3 Einfluss von IA3 auf die Futteraufnahme nach oraler Applikation 
Die Kontrolltiere zeigten im Mittel eine Nahrungsaufnahme von 0,43g ± 0,03g nach 
einer Stunde und 0,84g ± 0,04g nach zwei Stunden. Der inverse Ghrelin Agonist IA3 
(60mg/kg) reduzierte die Futteraufnahme statistisch signifikant (p < 0,05) um 26% 
(0,32g ± 0,03g) nach einer Stunde und um 18% (0,69g ± 0,04g) nach zwei Stunden. 













Abb. 8: IA3 (60mg/kg, p.o.) reduziert die Futteraufnahme von Mäusen nach 1h und 2h (n=14, cross 






5.3.1 Einfluss von IA3 auf die Auslösung einer Geschmacksaversion 
Die Kontroll- und IA3 Gruppe (30mg/kg; s.c.) tranken durchschnittlich 1ml Saccharin 
nach einer Stunde. Im Gegensatz dazu betrug die Saccharinaufnahme in der 
Positivkontrollgruppe nur ca. 0,2ml. Der Unterschied in der Saccharinaufnahme von 
der Kontroll- und IA3 Gruppe im Vergleich zur Positivkontrollgruppe war statistisch 
signifikant (p < 0,01). 
Nach 24 Stunden betrug die durchschnittliche Saccharinaufnahme der Kontroll- und 
IA3 Gruppe zwischen 2,2-2,5ml. LiCl reduzierte die Saccharinaufnahme nach diesem 













Abb. 9: CTA Test nach IA3 (30mg/kg, s.c.) Gabe in Mäusen (n=8). Quantifizierung der Wasser und 







In dieser Studie reduzierte die Gabe von inversen Ghrelin Agonisten die 
fasteninduzierte c-Fos Expression im ARC von Mäusen. Es wurde somit eine 
hemmende Wirkung der Substanzen durch in vivo Studien bestätigt. Zudem 
reduzierte die IA Applikation in akuten Fütterungsstudien die Futteraufnahme im 
Vergleich zu einer Kontrollgruppe. In einer Aversionsstudie wurden keine Hinweise 
für eine aversive Wirkung dieser IA gefunden.  
Ein Ziel dieser Arbeit war es, die bereits in vitro demonstrierte hemmende Wirkung 
der getesteten IA auf die neuronale Aktivität im ARC in vivo zu bestätigen. Die 
Experimente wurden bei Mäusen durchgeführt, die c-Fos im ARC nach Futterentzug 
exprimieren, wohingegen bei ad libitum Fütterung nur eine minimale Aktivierung 
auftritt (Mistry et al., 1994; Wang et al., 1998; Morikawa et al., 2004).  
In dieser Arbeit reduzierten die inversen Ghrelin Agonisten IA1, IA2 und IA3 
signifikant die fasteninduzierte c-Fos Expression im ARC im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. Nach Applikation der inversen Agonisten wurde eine Verminderung 
der Zahl der c-Fos positiven Zellen um 49-64% beobachtet. Es kam also im 
Unterschied zu einer durch Refeeding induzierten Hemmung der c-Fos Antwort 
(Becskei et al., 2008; Becskei et al., 2009a) nicht zu einer vollständigen Aufhebung 
der fasteninduzierten c-Fos Expression. Inwieweit höhere Dosierungen 
gegebenenfalls zu einer stärkeren Abschwächung der fasteninduzierten c-Fos 
Antwort geführt hätten, ist offen. Aufgrund der pharmakokinetischen Profile der 
getesteten Substanzen (unpublizierte Daten), kommen als limitierende Faktoren die 
unspezifische Bindung an Plasmaproteine, die Blut-Hirn-Schrankengängigkeit und 
nach oraler Verabreichung die gastrointestinale Absorption bzw. Bioverfügbarkeit in 
Frage.  
Die Aufhebung der fasteninduzierten c-fos Antwort durch die getesteten inversen 
Agonisten ist vergleichbar mit der Stärke der Hemmwirkung von hormonellen und 
metabolischen Stimuli, die in früheren Studien unter ähnlichen Versuchsbedingungen 
getestet wurden. So führten die Behandlungen mit PYY, Leptin oder eine 
intraperitoneale Verabreichung von Glukose zu einer Abschwächung der 
fasteninduzierten c-Fos Expression von 60-70% bezogen auf die jeweilige Anzahl an 
c-Fos positiven Zellen im ARC von gefasteten Kontrolltieren (Riediger et al., 2004; 
Becskei et al., 2008; Becskei et al., 2009b). Obwohl in keiner der genannten Studien 
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Dosis-Wirkungsbeziehungen getestet wurden, lassen diese Befunde darauf 
schliessen, dass offensichtlich eine Interaktion mehrerer Stimuli erforderlich ist, um 
eine vollständige Hemmung der fasteninduzierten c-Fos Expression im ARC zu 
bewirken. Ein solches Zusammenspiel von verschiedenen hormonellen und 
metabolischen Faktoren tritt vermutlich infolge der Nahrungsaufnahme auf und ist 
eine mögliche Erklärung für die stärkere Abschwächung der ARC Aktivierung nach 
einem Refeeding (Becskei et al., 2008; Becskei et al., 2009a). 
Aus Phänotypisierungsstudien lassen sich Rückschlüsse über den Anteil der 
Neurone im ARC ziehen, die durch Fasten aktiviert werden und den GHS-R 
exprimieren. Zwischen 90-94% der nach Futterentzug c-Fos positiven Neurone im 
ARC exprimieren NPY (Wang et al., 2002; Coppola et al., 2007; Becskei et al., 
2009a). In 94% aller NPY exprimierenden ARC Neuronen ist der GHS-R vorhanden 
(Wang et al., 2002). Obwohl damit der überwiegende Teil der durch Fasten 
aktivierten Zellen den GHS-R besitzen, scheint es einen Anteil von Neuronen zu 
geben, die aufgrund fehlender GHS-R Expression insensitiv gegenüber Ghrelin und 
IA sind. Neben den zuvor genannten Aspekten könnte auch dies ein Grund für eine 
nicht vollständige Aufhebung der fasteninduzierten ARC Aktivierung sein. 
Eine Maskierung des hemmenden Effekts der getesteten IA durch eine eventuell 
parallel auftretende Aktivierung anderer Neuronen des ARC (z.B. durch Wegfall einer 
Inhibition auf POMC Neuronen) kann aufgrund der Befunde in den ad libitum 
gefütterten Tieren weitestgehend ausgeschlossen werden. Unter diesen 
Bedingungen gab es keine Hinweise auf eine IA vermittelte Stimulation der c-Fos 
Expression. IA2 bewirkte sogar unter ad libitum Bedingungen eine weitere Reduktion 
der basalen c-Fos Expression um etwa 50%. Dies deutet darauf hin, dass inverse 
Ghrelin Agonisten auch bei ad libitum Fütterung zu einer Hemmung der neuronalen 
Aktivierung führen. Obwohl eine indirekte Disinhibition von POMC Neuronen 
aufgrund einer IA vermittelten Hemmung von NPY Neuronen möglich erscheint 
(Cowley et al., 2001; Riediger et al., 2003), gaben die immunhistologischen Versuche 
dieser Studie keinen Hinweis auf einen solchen Effekt. Die Negativbefunde in ad 
libitum gefütterten Tieren sind konsistent mit parallel durchgeführten 
elektrophysiologischen Versuchen (unpublizierte Befunde), in denen keine 
erregenden Effekte nach Stimulation mit den untersuchten IA beobachtet wurden. 
Eine solche theoretisch mögliche, partielle exzitatorische Wirkung der getesteten IA 
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dürfte sich also nicht einschränkend auf die Interpretation der Resultate der 
vorliegenden Studien auswirken.  
Analoge Studien, die den in vivo Effekt von inversen Ghrelin Agonisten auf die 
neuronale Aktivität untersuchten, sind bislang nicht publiziert. In einer methodisch 
ähnlichen immunhistologischen Studie (Becskei et al., 2008) wurde der Effekt eines 
Ghrelin inaktivierenden RNA Moleküls (Spiegelmer NOX-B11; Ghrelin Antagonist) 
auf die fasteninduzierte c-Fos Expression im ARC untersucht. Während NOX-B11 
die durch exogenes Ghrelin vermittelte c-Fos Antwort blockierte, hatte es keinen 
Effekt auf die ARC Aktivierung nach Futterentzug, für die also endogenes Ghrelin 
nicht erforderlich zu sein scheint (Becskei et al., 2008). Zusammen mit den 
vorliegenden Positivbefunden stehen diese Studien in Einklang mit dem dieser Arbeit 
zu Grunde liegenden Konzept, wonach die untersuchten IA auch unabhängig von 
Ghrelin eine Hemmwirkung auf ARC Neurone ausüben.  
 
In akuten Fütterungsstudien wurde untersucht, inwieweit sich die neuronalen Effekte 
der IA auf die Nahrungsaufnahme bestätigen lassen. Aufgrund der im Vergleich zu 
IA1 länger wirksamen pharmakokinetischen Eigenschaften (unpublizierte Daten) 
wurden nur IA2 (10mg/kg; s.c.) und IA3 (30mg/kg; s.c. und 60mg/kg; p.o.) getestet. 
Beide IA reduzierten die Futteraufnahme, wobei die Stärke der Reduktion je nach 
Substanz und Applikationsart unterschiedlich war. In Einklang mit den c-Fos Studien 
bewirkte IA2 eine Verminderung der Futteraufnahme nach einer Stunde. Allerdings 
war die Wirkungsdauer auf diesen Zeitraum beschränkt, weshalb die Dosis bei dem 
Versuch mit IA3 auf 30mg/kg (s.c.) erhöht wurde. Diese Dosierung war ausreichend 
um die Nahrungsaufnahme über einen Zeitraum von 24 Stunden signifikant zu 
reduzieren. Obwohl IA3 auch nach oraler Verabreichung die Nahrungsaufnahme 
verminderte, war dieser Effekt, trotz der im Vergleich zur subkutanen Injektion 
doppelten Dosis, nur bis zum Zeitpunkt von zwei Stunden signifikant. Wenn auch für 
einen direkten Vergleich der Dosis-Wirkungsbeziehungen weitere Studien notwendig 
sind, scheint eine orale Verabreichung von IA3 weniger effektiv als eine subkutane 
Injektion zu sein. Dies ist im Einklang mit den pharmakokinetischen Eigenschaften 
von IA3, da peroral verabreichter IA3 aufgrund einer eingeschränkten 
gastrointestinalen Absorption zu geringeren Plasmaspiegeln als nach parenteraler 
Verabreichung führt (unpublizierte Befunde). Allgemein stellt die Bioverfügbarkeit 
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nach oraler Applikation eine Herausforderung für die Weiterentwicklung der 
getesteten IA dar. 
Es war nicht das Ziel der vorliegenden Studie, eine Analyse des Mahlzeitenmusters 
durchzuführen. Generell können Änderungen der Nahrungsaufnahme auf einer 
veränderten Mahlzeitengrösse oder Mahlzeitenfrequenz beruhen. Es können jedoch 
auch beide Parameter variieren, wobei Veränderungen der Mahlzeitengrösse durch 
Änderungen der Mahlzeitenfrequenz kompensiert werden können und umgekehrt. 
Ghrelin wird aufgrund seines Sekretionsmusters (Anstieg vor den Mahlzeiten) eine 
Rolle bei der Initiierung von Mahlzeiten zugeschrieben. Die Effekte von Ghrelin auf 
die Nahrungsaufnahme lassen sich jedoch nicht auf eine Wirkung bezüglich 
Mahlzeitengrösse oder -frequenz eingrenzen. Obwohl Effekte auf die 
Mahlzeitenfrequenz beschrieben sind, scheint auch insbesondere die Grösse der 
ersten Mahlzeit nach der Inaktivitätsphase durch Ghrelin gesteigert zu werden 
(Tschöp et al., 2000; Toshinai et al., 2001; Faulconbridge et al., 2003). Aus diesen 
Befunden lassen sich allerdings keine direkten Rückschlüsse auf die Effekte der 
getesteten IA auf das Mahlzeitenmuster ableiten. Aufgrund der von Ghrelin 
unabhängigen inversen Wirkung wurde eine Konzept vorgeschlagen, nach dem die 
Behandlung mit IA auch während der Intervalle zwischen den Mahlzeiten die 
Nahrungsaufnahme unterdrückt, wohingegen Ghrelin Antagonisten in erster Linie die 
Wirkung auf steigende Ghrelinspiegel vor den Mahlzeiten beeinflussen (Holst et al., 
2003; Holst und Schwartz, 2004). Daraus resultierende Effekte, die sich 
möglicherweise in Bezug auf das Mahlzeitenmuster ergeben, wurden allerdings 
bislang nicht experimentell verifiziert. 
Es existieren nur wenige Studien, in denen der Effekt von IA auf die 
Energiehomöostase untersucht wurde, was vermutlich auf den Mangel an 
geeigneten IA zurückzuführen ist. Als einer der ersten IA wurde ein Substanz P 
Analog getestet, das nach chronischer zentraler Verabreichung die 
Nahrungsaufnahme reduzierte (Petersen et al., 2009). Die Befunde von Studien, in 
denen Ghrelin Antagonisten in vivo charakterisiert wurden, sind heterogen. In zwei 
Studien wurden paradoxerweise orexigene Effekte von Ghrelin Antagonisten 
beschrieben. Inwieweit diese Effekte eventuell auf partiell erregende Eigenschaften 
dieser Substanzen beruhen könnten, ist unklar (Costantini et al., 2011; Hassouna et 
al., 2013). In zwei weiteren Studien führten andere Ghrelin Antagonisten, in Einklang 
mit der erwarteten Wirkung, zu einer Hemmung der Nahrungsaufnahme. Im 
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Gegensatz zu den zuvor genannten Versuchen der vorliegenden Studie mit IA 
wurden allerdings in diesen Versuchen ein Futterentzug von 16 Stunden bzw. 24 
Stunden durchgeführt (engl. fasting-refeeding) (Asakawa et al., 2003; Rudolph et al., 
2007). Ob diese Antagonisten auch in ad libitum gefütterten Versuchstieren die 
Nahrungsaufnahme hemmen, wurde nicht untersucht. Trotzdem ist es naheliegend 
anzunehmen, dass die Wirksamkeit von Ghrelin Antagonisten vom Fütterungsstatus 
abhängig ist; dies steht im Gegensatz zum Effekt von IA, da IA auch unabhängig von 
einen Anstieg des Ghrelinspiegels, z.B. infolge eines Futterentzugs, wirken können. 
Der in der vorliegenden Studie durchgeführte Futterentzug von 3 Stunden am Ende 
der Inaktivitätsphase kann in Bezug auf eine derartige Wirkung als gering betrachtet 
werden. Er hatte nicht das Ziel oder die Wirkung, die Tiere in einen ausgeprägten 
Hungerzustand zu versetzen, sondern wurde als experimentelle Massnahme 
eingesetzt, um die Gruppenvariabilität der Nahrungsaufnahme zu Beginn der 
Dunkelphase zu reduzieren. Zusammenfassend bestätigen die durchgeführten 
Verhaltensstudien die erwartete Wirkung der IA. Obwohl auch nach oraler 
Applikation eine Reduktion der Nahrungsaufnahme erfolgte, war der Effekt 
verglichen mit der Wirkung nach parenteraler Verabreichung schwächer. Für eine 
mögliche therapeutische Verwendung mittels oraler Verabreichung wäre also eine 
Optimierung der diesbezüglichen pharmakokinetischen Eigenschaften erforderlich.  
 
Aversiv wirksame Substanzen wie LiCl (Smith, 1978) oder auch das gastrointestinale 
Hormon GLP-1 (Kinzig et al., 2002; Kanoski et al., 2012) induzieren viszerales 
Unwohlsein und können die Nahrungsaufnahme reduzieren. In dieser Arbeit sollte 
daher mittels einer auf CTA basierenden Studie ausgeschlossen werden, dass eine 
reduzierte Futteraufnahme aufgrund eines aversiven Effekts der IA zustande 
gekommen ist. Dieser Versuch wurde mit dem am weitesten entwickelten IA3 
durchgeführt, dessen experimentelles Design aus früheren Studien übernommen 
wurde (Sisley et al., 2014). 
LiCl induzierte offensichtlich ein starkes viszerales Unwohlsein in den Mäusen, da 
nach entsprechender Konditionierung die Saccharinaufnahme nach 4 Stunden um 
etwa 80% und nach 24 Stunden um etwa 74% reduziert war. Im Gegensatz zur 
Positivkontrollgruppe, war die Saccharinaufnahme in der IA3 behandelten 
Versuchsgruppe ähnlich hoch wie in der negativen Kontrollgruppe. Obwohl eine CTA 
Studie nicht alle negativen Nebenwirkungen einer Testsubstanz ausschliessen kann, 
 35 
gilt ein negativer CTA Versuch als ein wichtiges Kriterium beim Ausschluss von akut 
noxischen Stimuli als mögliche Ursache einer verringerten Nahrungsaufnahme. 
Insbesondere scheint er bei Mäusen zuverlässiger zu sein als andere 
Verhaltenstests, die ebenfalls zu diesem Zweck eingesetzt werden. 
Eine alternative Methode besteht in der Analyse des sogenannten Pica Verhaltens, 
das sich durch die Aufnahme von nicht-nutritiven Materialien infolge aversiv 
wirkender Stimuli auszeichnet. Bei experimentellen Tests zum Pica Verhalten wird 
häufig die Aufnahme von Kaolin (Tonerde) nach einem aversiven Teststimulus 
gemessen. Ein derartiger Test wurde ebenfalls im Rahmen der vorliegenden Studie 
durchgeführt, wobei keine signifikant erhöhte Kaolinaufnahme nach Verabreichung 
des Positivstimulus LiCl auftrat (Resultate nicht gezeigt). Für das Pica Modell wurde 
ein Speziesunterschied zwischen Ratten und Mäusen beschrieben. Während Ratten 
nach Verabreichung von Cisplatin ein Pica Verhalten zeigen, verläuft der Test bei 
Mäusen offenbar negativ (Liu et al., 2005). Da es nicht das Ziel dieser Studie war, die 
Eignung des Pica-Modells weiter zu validieren, wurde die oben beschriebene CTA 
Studie durchgeführt, deren Resultat einen aversiven Mechanismus als Ursache für 
die IA3 vermittelte Hemmung der Futteraufnahme weitestgehend ausschliesst. 
 
Basierend auf den Resultaten dieser Arbeit ist es Gegenstand weiterführender 
Studien, therapeutische Effekte auf Adipositas bedingten Diabetes mellitus Typ 2 
nach chronischer Verabreichung zu evaluieren. In einer parallel zu dieser Arbeit 
durchgeführten Studie wurde der Effekt einer chronischen Behandlung mit IA3 auf 
das Körpergewicht, die Futteraufnahme und Insulinsensitivität in adipös-diabetischen 
ZDF (engl. zucker diabetic fatty) Ratten untersucht. ZDF Ratten zeigen eine 
ausgeprägte Adipositas, Hyperlipidämie, Hyperinsulinämie und Diabetes mellitus Typ 
2. Mit 6-7 Wochen entwickeln ZDF Ratten zunehmende Insulinresistenz; mit 10-12 
Wochen steigt der Glukosespiegel stetig (Etgen und Oldham, 2000; Harmon et al., 
2001). Diese chronische Studie wurde bei etwa 10 Wochen alten ZDF Ratten 
durchgeführt, d.h. in einem Alter, in der sich eine zunehmende Glukoseintoleranz 
entwickelt (Etgen und Oldham, 2000; Harmon et al., 2001). Eine tägliche Behandlung 
mit IA3 (20mg/kg; i.p.) für 10 Tage führte zu einer verminderten Nahrungsaufnahme 
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Obwohl kein signifikanter Effekt auf das 
Körpergewicht auftrat, war bei den IA3 behandelten ZDF Ratten die Glukosetoleranz 
nach oraler Gabe von Glukose deutlich verbessert (unpublizierte Daten).  
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Zusammenfassend bestätigen die Resultate der vorliegenden Studien weitestgehend 
die postulierten Wirkungsweisen der getesteten IA und legen eine mögliche 
therapeutische Verwendung zur Behandlung von Adipositas und metabolischen 
Begleiterkrankungen wie Diabetes Typ 2 nahe. Obwohl deutliche Effekte auf die 
Nahrungsaufnahme und auf die neuronale Aktivität in vivo belegt wurden, gibt es 
insbesondere im Hinblick auf die Effektivität nach oraler Applikation noch 
Verbesserungspotential, welches in der weiterführenden Entwicklung der getesteten 
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